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РЕЗЮМЕ

Введение. Дефицит готовых противовирусных лекарственных форм в офтальмологии является стимулом для изучения эффек-
тивности препаратов других фармакологических групп с потенциальной активностью в отношении вирусов. Эффективная те-
рапия аденовирусных поражений глаз, учитывая их распространенность, является одной из актуальных проблем практической 
офтальмовирусологии. Материал и методы. Цитотоксическое действие пиклоксидина 0,05 % (Витабакт®) изучали на культуре 
клеток Vero, после этого в нетоксичных концентрациях исследовали его противовирусную активность, оценивая изменение 
титра ДНК вируса в инфицированной аденовирусом культуре клеток методом ПЦР в реальном времени. Результаты. Инстил-
ляции препарата по лечебной схеме (после заражения культуры) привели к снижению количества вирусной ДНК в 2,7 раза. 
При введении в клетки препарата Витабакт® в разведении 1/128 (первое разведение препарата, не оказывающее цитотокси-
ческого эффекта на клетки Vero) по профилактической схеме уровень репликации аденовируса снижался в 1,7 раза. Выводы. 
Пиклоксидин 0,05 % оказал максимальный противовирусный эффект в режиме лечебной схемы, что открывает перспективу 
изучения противовирусного спектра пиклоксидина, а также дает основание включить Витабакт® в качестве компонента второго 
этапа эмпирической терапии вирусных конъюнктивитов (начиная с 10–12-го дня заболевания).

Ключевые слова: аденовирус, пиклоксидин, цитотоксичность, МТТ-метод, полимеразная цепная реакция, Витабакт
Для цитирования: Чернакова Г.М., Майчук Д.Ю., Клещева Е.А., Мезенцева М.В., Руссу Л.И., Суетина И.А., Исаева Е.И. 

Изучение in vitro противовирусной активности пиклоксидина 0,05 % (на примере аденовируса). Офтальмология. 2020;17(3S):634–
639. https://doi.org/10.18008/1816-5095-2020-3S-634-639

Прозрачность финансовой деятельности: Никто из авторов не имеет финансовой заинтересованности в представленных 
материалах или методах

Конфликт интересов отсутствует

Офтальмология. 2020;17(3S):634–639

поступила 15.09.20 
was received 15.09.20

 CC    BY 4.0©

Г.М. Чернакова1 Е.А. Клещева2 Д.Ю. Майчук1

М.В. Мезенцева3, Л.И. Руссу3, И.А. Суетина3, Е.И. Исаева3



Офтальмология/Ophthalmology in Russia

G.M. Chernakova, D.Yu. Maychuk, E.A. Klescheva, M.V. Mezentseva, L.I. Russu, I.A. Suetina, E.I. Isaeva

Contact information: Chernakova Galina M. chernakova111@yandex.ru

In Vitro Study of Picloxidine 0.05 % Antiviral Activity (on the Example of Adenovirus)

2020;17(3S):634–639

635

In Vitro Study of Picloxidine 0.05 % Antiviral Activity 
(on the Example of Adenovirus)

G.M. Chernakova1, D.Yu. Maychuk1, E.A. Klescheva2, M.V. Mezentseva3, L.I. Russu3, I.A. Suetina3, E.I. Isaeva3

1 The S. Fyodorov Eye Microsurgery Federal State Institution 
Beskudnikovsky blvd, 59А, Moscow, 127486, Russian Federation
2 Russian Medical Academy of Continuous Professional Education 
Barrikadnaya str., 2/1, Moscow, 125993, Russian Federation

3 N.F. Gamaleya Federal Research Centre of Epidemiology and Microbiology 
Gamalei str., 18, Moscow, 123098, Russian Federation

ABSTRACT

Introduction. Lack of antiviral drug forms in ophthalmology stimulates to study the efficacy of drugs of other pharmacological groups 
with potential antiviral activity. Adenoviral eye infections are widespread and highly contagious. Material and methods. The antiviral 
effect of the drug was estimated by changing the DNA titer of the virus in adenovirus-infected cells, controlling. the specificity of the 
viral affection by setting PCR in real time. The cytotoxic effect of Vitabact® was studied on Vero cell culture. Results. Installations 
of the preparation according to the treatment scheme (after infection of the culture) resulted in 2.7-fold decrease in the viral DNA 
amount. When Vitabact® was injected into cells in dilution of 1/128 (the first dilution of the drug that does not refuse the cytotoxic ef-
fect on Vero cells) according to the prophylactic scheme the level of adenovirus replication decreased by 1.7 times. Conclusions. The 
preparation of pycloxidine had the maximum antiviral effect in the treatment scheme mode. This circumstance opens the perspective 
of specifying the spectrum and mechanisms of antiviral effect of pixloxidine and makes it possible to use Vitabakt as a component of 
the second stage (starting from 10–12 day of the disease) of empirical therapy of viral conjunctivitis.
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Одной из насущных проблем практической офталь-
мовирусологии является острый дефицит эффективных 
и доступных официнальных (готовых) форм лекарствен-
ных препаратов — глазных капель и мазей. В настоящее 
время на территории Российской Федерации зареги-
стрирован и разрешен к применению при герпетических, 
аденовирусных и энтеровирусных инфекциях глаз толь-
ко один препарат в форме комбинированных глазных 
капель, содержащий рекомбинантный интерферон α2b 
(10  000 МЕ). Вторая лекарственная форма, имеющаяся 
в распоряжении офтальмологов,  — 3  % глазная мазь, 
содержащая аналог нуклеотидного основания  — аци-
кловир. Ее применение имеет ограничения, связанные 
с токсико-аллергическими реакциями со стороны эпите-
лия роговицы и конъюнктивы. Кроме того, специфиче-
ское прямое противогерпетическое действие ациклови-
ра не распространяется на аденовирусы и энтеровирусы. 
Все вышесказанное является стимулом для изу чения 
противовирусной активности препаратов другой фар-
макологической группы с потенциальным противови-
русным действием, и в частности антисептика группы 
бигуанидов — пиклоксидина (N, N’’-бис[[(4-Хлорфенил) 
амино]иминометил]-1,4-пиперазин дикарбоксимидамид) 
(в виде гидрохлорида). Известно, что пиклоксидин 
(Витабакт®, капли глазные 0,05 %, «Теа Фарма», Франция) 
проявляет антисептическую активность в отношении 

некоторых вирусов1, а также подавляет как грамположи-
тельную, так и грамотрицательную флору [1, 2].

Поскольку одной из наиболее распространенных 
вирусных инфекций глаз, передающейся воздушно-ка-
пельным и контактным путем, является аденовирусная 
инфекция [3–6], исследование противовирусной актив-
ности при инстилляциях Витабакт® было решено прове-
сти на модели клеточной культуры клеток Vero, заражен-
ных аденовирусом человека (Аденовирус-2).
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали перевиваемую культуру 
клеток Vero (почка африканской зеленой мартышки) 
и Аденовирус человека (Аденовирус-2), полученные 
из музея клеточных культур и музея вирусов Института 
вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Националь-
ный исследовательский центр эпидемиологии и микро-
биологии им. Н.Ф. Гамалеи» МЗ РФ.

Клетки культивировали в питательной среде (Игла 
МЕМ Биолот, Россия) с добавлением эмбриональной те-
лячьей сыворотки (Gibco, South America) (ЭТС). Для об-
работки клеток использовали 0,02  % раствор версена 
(ГНЦ ВБ «Вектор», Россия) и раствор химопсина из рас-
чета 0,1 мг/мл (ООО «Самсон-мед», Россия).

1 Из инструкции по применению препарата Витабакт® (капли глазные 0,05 %, 
«Теа Фарма», Франция).
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Определение токсичности препаратов с помощью 
МТТ-метода
Для изучения цитотоксического действия препарата 

на культуру клеток Vero применяли МТТ‑тест. Клетки 
рассевали на 96‑луночную панель фирмы Costar (США) 
в концентрации 200 тыс. кл/мл в каждую лунку в объ‑
еме 100 мкл культуральной среды с 10  % ЭТС и инку‑
бировали в термостате с СО2 при 37 °С. Через 24 часа 
после посадки клеток в лунки вносили по 100 мкл изу‑
чаемого препарата с двумя повторами на точку. После 
инкубации клеток с препаратом в течение 24–48 часов 
в СО2 термостате при 37 °С культуральную среду удаля‑
ли из лунок, добавляли по 100 мкл среды с 20 мкл МТТ 
(3[4,5‑диметил‑тиазол‑2‑ил]‑2,5‑дифенилтетразолия, 
Sigma) в исходной концентрации 5 мг/мл и инкуби‑
ровали в течение 4 часов. Затем среду с МТТ удаляли 
и добавляли по 100 мкл диметилсульфоксида (ДМСО) 
для растворения образовавшихся кристаллов форма‑
зана. Осадок клеток ресуспендировали в течение 5 мин 
пипетированием. Жизнеспособность клеток оценива‑
ли по интенсивности окраски раствора, измеряя опти‑
ческую плотность при длине волны 545 нм фотометра 
Immunochem 2100 (США).

Определение антивирусной активности препаратов
О способности препарата оказывать противовирус‑

ный эффект судили по снижению титра вируса в инфи‑
цированных клетках.

Использовали две схемы применения препарата  — 
профилактическую и терапевтическую (лечебную). 
При профилактической схеме препарат вносили в лунки 
с культурой клеток за 2 часа до инфицирования виру‑
сом. После стандартной процедуры удаления препарата 
и промывки средой вносили вирусную суспензию в до‑
зах с МИ 0,1 (множественность инфицирования — коли‑
чество инфекционных вирусных частиц, адсорбирован‑
ных на клетке). Контакт с вирусом проводили в течение 
40 минут и при 37 °С в СО2‑инкубаторе. После стандарт‑
ной процедуры удаления вируса в лунки вносили под‑
держивающую для репродукции вируса среду.

При лечебной схеме после инфицирования вирусом 
в дозах с МИ 0,1 монослоя клеточной культуры и стан‑
дартной процедуры удаления вируса в лунки вноси‑
ли поддерживающую для репродукции вируса среду. 
Через 2 часа после инфицирования и стандартной про‑
цедуры удаления вируса в культуральную среду вносили 
препарат в исследуемых концентрациях.

Система оценки противовирусного действия со‑
стояла в количественном выражении подавления ре‑
продукции вируса, определяемом на клеточной линии. 
В качестве критерия противовирусной эффективности 
препарата представлена разница в титрах вируса в кон‑
трольной (без препарата) и опытной группе, выражен‑
ная в логарифмах  — ΔlgТЦД50/мл (ТЦД  — тканевая 
цитопатическая доза, ТЦД50  — тканевая цитопатиче‑
ская доза, вызывающая гибель 50  % клеток монослоя). 

В вирусологических исследованиях принято считать 
удовлетворительным противовирусным эффектом дей‑
ствие препарата при ΔlgТЦД50 ≥2,0.

Противовирусный эффект препаратов in vitro оцени‑
вали по показателям:

1. Снижение уровня накопления вируса под воздей‑
ствием препарата ΔlgTCDI50.

Снижение уровня накопления вируса определяли 
по формуле:

А = Ак – Ао,
где Ак — уровень накопления вируса при культивирова‑
нии без внесения в питательную среду изучаемого пре‑
парата (lgТЦД50); 
Ао — уровень накопления вируса при культивировании 
с внесением в питательную среду изучаемого препарата 
(lgТЦД50).

2. Коэффициент ингибирования (КИ).
Индекс защиты, или коэффициент ингибирования 

(КИ), в процентах определяли по стандартной формуле:
КИ = [(Ак – Ао) / Ак] × 100 %.

В соответствии с Рекомендациями Фармакологи‑
ческого комитета РФ снижение инфекционного титра 
вируса на 2,0 lg и КИ 50  % (концентрация препарата, 
при которой защищено 50  % клеток от действия ви‑
руса) означает, что препарат может быть использован 
для дальнейшей разработки и доклинического исследо‑
вания на животных, а также для возможности его ис‑
пользования в комбинации с другими средствами.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
Специфичность вирусного поражения контролиро‑

вали путем постановки ПЦР в реальном времени, ис‑
пользуя тест‑системы «АмплиСенс» с ДНК, выделенной 
из зараженных клеток.

Для выделения ДНК вирусов применяли коммер‑
ческую тест‑систему «Проба‑НК» в соответствии с ин‑
струкцией производителя.

Проведение амплификации с гибридизационно‑
флуо ресцентной детекцией в режиме реального време‑
ни осуществляли с помощью тест‑систем «Ампли Сенс‑
ОРВИ‑FL» в соответствии с инструкцией производителя 
на амплификаторе планшетного типа.

ПЦР выполняли в режиме автоматической амплифи‑
кации на приборах ДТ‑lite в режиме реального времени. 
Результат ПЦР считали положительным, если продукт 
ПЦР соответствовал положительному контролю тест‑
системы. Расчет количества матричной ДНК приводили 
в геном‑эквивалентах.

Клетки инфицировали вирусом в дозе МИ 0,1 ТЦД50. 
Инфицированные культуры клеток наблюдали в течение 
48 часов. Инкубирование проводили при 37 °С в атмо‑
сфере с 5 % CO2 и 98 % влажности. Инфекционный титр 
вируса TCID50 исследовали общепринятым методом деся‑
тикратных разведений (по цитопатическому действию).

Уровень репликации Аденовируса оценивали ме‑
тодом ПЦР в полуколичественной модификации 
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с использованием тест‑системы «АмплиСенс ВПГ I, 
II‑430» (Центральный НИИ эпидемиологии МЗ РФ, 
Москва). ДНК вируса выделяли, используя тест‑систему 
«ДНК‑Технология» по инструкции. Детекцию проводи‑
ли с помощью флуоресцентного ПЦР‑детектора Rotor‑
Gene 6000 путем измерения интенсивности флуорес‑
центного сигнала по двум каналам: 1) по каналу FAM 
регистрируется сигнал о накоплении продукта ампли‑
фикации фрагмента ДНК; 2) по каналу HEX регистриру‑
ется сигнал о накоплении продукта амплификации ДНК 
контрольного образца.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе работ проводили определение ток‑
сичности препарата Витабакт® in vitro методом МТТ 
на клеточной культуре Vero. Результаты исследова‑
ния представлены в таблице 1. В разведениях, начиная 
от 1/2 до 1/64, наблюдалось подавление жизнеспособ‑
ности клеток, определяемое по снижению оптической 
плотности, по сравнению с контролем (ячейки таблицы 
окрашены розовым цветом). При разведении препарата 
до 1/128 и выше (ячейки таблицы окрашены зеленым 
цветом) цитотоксичности не наблюдали, в связи с этим 
данное разведение было использовано при определении 
противовирусной активности препарата.

Определение антивирусной активности препарата 
Витабакт® в отношении аденовируса человека in vitro
Результаты исследования представлены в таблице 2. 

Значимых различий в инфекционном титре аденови‑
руса до и после внесения препарата не было выявлено 
(величина титра изменилась менее чем на 2,0 lg), однако 
при лечебной схеме инстилляций препарата (после зара‑
жения культуры) получено снижение количества вирус‑
ной ДНК (в геном‑эквиваленте). Показано, что при вве‑
дении в клетки препарата Витабакт® в разведении 1/128 
(первое разведение препарата, не оказывающее цито‑
токсического эффекта на клетки Vero) по профилакти‑
ческой схеме уровень репликации аденовируса снижал‑
ся в 1,7 раза. Не столь выраженный противовирусный 
эффект в этом случае может свидетельствовать о том, 
что пиклоксидин не вступает в прямое биохимическое 
взаимодействие ни с клетками культуры (на уровне 
синтеза цитокинов), ни с самим аденовирусом (белка‑
ми его капсида) или же это взаимодействие оказывает 
лишь незначительное влияние на размножение вируса. 
Чуть больший эффект снижения вирусной продукции 

можно видеть при одновременном введении препарата 
с вирусом — уровень репликации аденовируса снижался 
в 2,7 раза, что может отражать факт влияния антисепти‑
ка на ту часть клеток, которая оказалась наиболее чув‑
ствительной к вирусу.

При внесении препарата в уже зараженную культуру 
был достигнут максимальный эффект, касающийся сни‑
жения количества аденовируса в культуре, по сравнению 
с превентивным и одновременным внесением препара‑
та — уровень репликации аденовируса снижался в 16 раз 
по сравнению с контролем.

Аденовирусы  — семейство ДНК‑содержащих ви‑
русов, насчитывающих несколько десятков серотипов. 
Аденовирион представляет собой безоболочечную ча‑
стицу, состоящую из капсида и сердцевины, содержащей 
ДНК [7]. Хотя механизмы противовирусного действия 
используемых в офтальмологии антисептиков изучены 
недостаточно, в отдельных публикациях все же имеют‑
ся указания на то, что мишенью вирулицидного дей‑
ствия может являться суперкапсид оболочечных виру‑
сов, в частности вируса простого герпеса [8, 9]. В случае 
с аденовирусом факт максимального подавляющего 
эффекта пиклоксидина в отношении его репликации 
может свидетельствовать о том, что препарат оказыва‑
ет противовирусный эффект в уже инфицированных 

Таблица 1. Жизнеспособность клеток Vero, определяемая МТТ, 
через 24–48 часов воздействия препаратом Витабакт® in vitro

Table 1. Vero cell viability determined by MTT after 24–48 hours of 
exposure to Vitabact® in vitro

Разведения препарата /  
Divisions of the drug

Оптическая плотность (ОП) 545 нм /  
Optical Density 545 nm

1/2 0

1/4 0

1/8 0

1/16 0,645 ± 0,016

1/32 1,006 ± 0,046

1/64 1,208 ± 0,108

1/128 1,434 ± 0,0575

1/256 1,605 ± 0,009

1/512 1,737 ± 0,054

1/1024 1,836 ± 0,072

1/2048 1,801 ± 0,058

Контроль клеток / Cell control 1,716 ± 0,067

Таблица 2. Влияние препарата Витабакт® на репродукцию аденовируса человека in vitro

Table 2. Influence of Vitabact® on human adenovirus reproduction in vitro

Показатели / Indicators

Схема введения препарата в разведении 1:128 / Scheme of administration of the drug in breeding 1:128
Контроль вируса / 

Virus controlПрофилактическая / Preventive Одновременно / Simultaneously Лечебная / Therapeutic

Lg TCID50 КИ Lg TCID50 КИ Lg TCID50 КИ

Инфекционный титр / Infection titer 5,5 0,0 5,5 0,0 5,0 9,1 5,5

Геном-эквивалент ДНК/мл / Genome Equivalent DNA/ml 5,1×108 3,3×108 5,5×107 8,8×108
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клетках, проникая в них трансмембранным путем. 
В пользу данного соображения можно привести дан‑
ные единственной найденной нами работы по исследо‑
ванию противовирусной активности соединений бигу‑
анидов, выполненную специалистами‑химиками [10]. 
Теоретически можно предположить, что внутри инфи‑
цированной клетки пиклоксидин влияет на процессы 
транскрипции или трансляции аденовирусов, однако 
для прояснения конкретного молекулярного механиз‑
ма его действия необходимы отдельные вирусологиче‑
ские исследования. Возможно, что фармакологический 
эффект пиклоксидина сходен с эффектами аналогов 
нуклео зидов, воздействующих на репликацию вирусной 
ДНК внутри пораженной клетки.

Удельный вес воспалительных заболеваний глаз на ам‑
булаторном приеме составляет от 40 до 60 %, из них более 
половины имеют доказанный вирусный или предполага‑
емый вирусный характер [11]. Необходимо подчеркнуть, 
что в условиях амбулаторного приема, как правило, от‑
сутствует возможность лабораторной расшифровки кон‑
кретных причин воспаления глаз, и в данной ситуации 
практикующий врач должен руководствоваться прин‑
ципами эмпирической (исходя из чувствительности 
предполагаемых патогенов) терапии при назначении 
препаратов. В нашей предыдущей публикации мы пред‑
ложили схему местной эмпирической рациональной те‑
рапии различных форм острых конъюнктивитов, вклю‑
чающую, с учетом новых данных в отношении спектра 
возбудителей, три составляющих: антибиотик, противо‑
вирусное средство, противовоспалительный препарат 
[12]. При этом необходимо учитывать, что не всегда 

симптомы воспаления купируются в рамках сроков ре‑
комендуемой терапии — в данном случае в пределах 10 
дней, что диктует необходимость смены препаратов 
и пролонгации терапии до момента выздоровления. 
Со 2‑й недели заболевания (10–12‑й день), в стадии вто‑
ричного синдрома сухого глаза, назначение антисептика 
Витабакт® может обеспечить умеренный противовирус‑
ный эффект, что наряду с заместительной терапией пре‑
паратами искусственной слезы и корнеопротекторами 
позволит восстановить нарушенный вирусом гомеостаз 
клеток глазной поверхности.
ВЫВОДЫ

Полученные в ходе данного исследования результа‑
ты, по нашему мнению, открывают перспективу уточ‑
нения спектра и механизмов противовирусного эффек‑
та при глазных инстилляциях пиклоксидина 0,05  %. 
Кроме того, поскольку препарат оказал максимальный 
противовирусный эффект в режиме лечебной схемы, 
его можно рекомендовать в качестве компонента второ‑
го этапа эмпирической терапии (начиная с 10–12‑го дня 
заболевания) инфекционных конъюнктивитов у детей 
и взрослых.
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